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抑制能力。酶溶液和加标人血清中测定的半抑制浓度(IC50)值:阿加曲班 ＜抗凝血酶Ⅲ ＜ 4-(2-氨乙基)苯磺
酰氟盐酸盐，IC50差的绝对值随抑制剂特异性的减弱而增大。当抑制剂浓度为 7． 5 μmol /L时，血浆中 5 种化















之间的作用机理和作用效率［8，9］。Uttamchandani等用蛋白微阵列芯片同时检测了 3 种化合物对 4 种半









晶芯 SmartArrayerTM136 微阵列芯片点样系统和晶芯 LuxScan10K 微阵列芯片扫描仪(北京博奥
生物技术有限公司);PMC082 芯片离心机(美国 ChipMate公司) ;SpotWareTM芯片扫描系统(美国 Arrayit
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sin inhibitor)和 N-(反式-环氧丁二酰基)-L-亮氨酸-4-胍基丁基酰胺(E-64)(美国 Sigma-Aldrich 公司) ;
光学级三维高分子 D基片(北京博奥生物有限公司) ;多肽:CALNN，CALNNGK(biotin)G 和 CAEGGf-
PＲSFＲVVK(biotin) (上海强耀生物科技有限公司) ;抗凝血酶Ⅲ(Human Antithrombin-Ⅲ，HAT-Ⅲ，美国
HTI公司) ;其它试剂均为国产分析纯，实验用水为 Milli-Q超纯水(18． 2 MΩ cm)。
2． 2 实验方法
2． 2． 1 血液样品制备 血液采集后 6 h内离心分离血浆，并速冻制成新鲜冰冻血浆，!80 #C保存。
用血浆稀释缓冲液(pH 7． 35，20 mmol /L HEPES，21． 7 mmol /L柠檬酸钠，60 g /L BSA)将 40 μL血
浆稀释 1 倍，加入 20 μL的激活剂(30 pmol /L 重组人组织因子和 24 μmol /L磷脂混合物(磷脂酰丝氨酸
∶ 磷脂酰乙醇胺∶ 磷脂酰胆碱 = 1∶ 1∶ 3，摩尔比)，37 #C 孵育 5 min。加入 20 μL HEPES 缓冲液
(pH 7． 35，20 mmol /L HEPES，60 g /L BSA，0． 1 mol /L CaCl2) ，制成活化的血浆。
将活化血浆 1300 g离心 10 min，分离得到血清。
2． 2． 2 金纳米粒子探针制备 100 mL超纯水中加入 2 mL 1% 氯金酸溶液，加热至沸;加入 2 mL 2%
柠檬酸钠溶液继续加热搅拌 30 min，合成 30 nm 粒径的金纳米粒子［12，13］。取 120 μL 1 g /L CALNN-
CALNNGK(biotin)G混合液(9∶ 1，V /V) ，加入 10 mL 4 nmol /L金纳米粒子溶液中，室温静置 1 h;离心除
去上清液，重悬于探针缓冲液(pH 7． 5，50 mmol /L磷酸盐溶液，0． 15 mol /L NaCl，0． 1% (V /V)吐温-20，
1% (w /V)BSA) ，4 #C储存［14］。
2． 2． 3 多肽微阵列芯片制备和酶水解过程 用点样缓冲液(pH 8． 5，0． 3 mol /L 磷酸盐，0． 2 mol /L
NaCl，35% (V /V)甘油，0． 002% (w /V)BSA)配制 0． 5 g /L多肽(CAEGGfPＲSFＲVVK(biotin) )溶液，使
用晶芯 SmartArrayerTM136 微阵列芯片点样系统点样于光学级三维高分子 D 基片上，30 #C 反应 14 h。
芯片表面的醛基基团与多肽 N末端半胱氨酸残基上的氨基和巯基基团共价反应形成五元环结构，使多
肽固定于芯片表面［15］。用含 0． 1%(V /V)吐温-20 的洗涤液-I(pH 7． 5，50 mmol /L 磷酸盐，1% (w /V)
BSA)洗涤 2 次;放入封闭液(pH 7． 5，50 mmol /L 磷酸盐，0． 15 mol /L NaCl，1% (w /V)BSA，0． 1 mol /L
乙醇胺)30 #C反应 1 h;用超纯水洗涤 3 次，旋干(480 g，1 min)。
用酶反应缓冲液(pH 7． 35，20 mmol /L HEPES，0． 14 mol /L NaCl，2 mmol /L CaCl2)配制 30 U /mL凝
血酶溶液，与芯片 37 #C反应 1 h;依次用含 0． 1% (V /V)Triton X-100 的洗涤液-II(pH 7． 5，20 mmol /L
Tris，2 mmol /L EDTA，0． 15 mol /L NaCl)、洗涤液-II和超纯水洗涤芯片 3 次，旋干。
2． 2． 4 酶水解过程识别 用 3 μmol /L 荧光素标记的亲和素与芯片 37 #C 反应 1 h;依次用含 1%
(V /V)Tween-20 不含 BSA的洗涤液-I、不含 BSA 的洗涤液-I 和超纯水洗涤芯片 3 次，旋干;用晶芯
LuxScan10K扫描仪进行扫描;用 0． 3 nmol /L金纳米粒子与芯片 37 #C反应 1 h，按上述步骤洗涤芯片并
旋干。
2． 2． 5 抑制剂检测 将不同浓度的抑制剂分别与凝血酶溶液(30 U /mL)、加标血清(含 30 U /mL凝血
酶)或血浆混合，血清或血浆的使用浓度为 33%［16］。将混合溶液与芯片 37 #C反应 1 h;依次用含 0． 1%
(V /V)Triton X-100 的洗涤液-II、洗涤液-II 和超纯水洗涤芯片 3 次，旋干;之后的识别过程与 2． 2． 4 节
描述相同。
2． 2． 6 信号检测和数据分析 用 SpotWareTM芯片扫描仪提取共振光散射信号。所有数据都为扣除背
景后的信号值，用 6 个相同点的信号值计算平均值和标准偏差。抑制剂检测中，不加抑制剂的子阵列作
为阴性对照，定义为最小信号值 Imin;不加凝血酶的子阵列作为阳性对照，定义为最大信号值 Imax。子阵
列的相对信号强度(Ｒelative fuorescence /ＲLS intensity，ΔI)用公式(1)计算:
ΔI = (I － Imin)/(Imax － Imin)× 100% (1)
其中，I为同时加入凝血酶和抑制剂的子阵列的信号值。酶溶液和加标血清中测得的 IC50的差的绝对值
(ΔIC50)定义为:
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ΔIC50 = | IC50，Pure thrombin solution － IC50，Spiked human serum | (2)









Fig． 1 Schematic representation of a peptide microarray-based fluorescence and resonance light scattering (ＲLS)assay
for detecting thrombin inhibitor
3． 2 酶溶液和加标血清中抑制剂的测定
为了验证本方法检测抑制剂的能力，检测了凝血酶抑制剂(阿加曲班、抗凝血酶Ⅲ和 AEBSF)在酶












表 1 抑制剂 IC50实验值与文献报道值对比



















阿加曲班 Argatroban 0． 80 /0． 77 (μmol /L) 1． 14 /0． 44 (μmol /L) 1． 10 (μmol /L)［17］ 0． 34 /0． 33 (μmol /L)
抗凝血酶Ⅲ HAT-Ⅲ 1． 46 /1． 78 (μmol /L) 6． 98 /2． 62 (μmol /L) 无 None 5． 52 /0． 84 (μmol /L)
4-(2-氨乙基)苯磺酰
氟盐酸盐 AEBSF 1． 81 /2． 41 (mmol /L) 20． 30 /8． 32 (mmol /L) 0． 48 (mmol /L)
［18］ 18． 49 /5． 91 (mmol /L)
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图 2 (a)酶溶液和(b)加标血清中共振光散射法测定的抑制剂 IC50曲线图和对应的扫描图，扫描图从左到右抑
制剂浓度逐渐增加。阿加曲班浓度为 0． 0005，0． 005，0． 05，0． 5，5，50 和 500 μmol /L，抗凝血酶Ⅲ浓度为0． 01，
0． 1，0． 5，1，2． 5，5，25 和 100 μmol /L，4-(2-氨乙基)苯磺酰氟盐酸盐浓度为0． 01，0． 1，0． 5，1，2． 5，5，25，50
和 100 mmol /L。凝血酶浓度为 30 U /mL，CAEGGfPＲSFＲVVK(biotin)点样浓度为 0． 5 g /L。
Fig． 2 Half maximal inhibitory concentration (IC50)curves and the corresponding images detected by ＲLS assay in
(a)pure thrombin and (b)spiked human serum． The concentrations of inhibitors are increased from left to right in
ＲLS images of each array． The concentrations of argatroban are 0． 0005，0． 005，0． 05，0． 5，5，50 and 500 μmol /L，
the concentrations of human antithrobin Ⅲ (HAT-Ⅲ)are 0． 01，0． 1，0． 5，1，2． 5，5，25 and 100 μmol /L，and the
concentrations of 4-(2-aminoethyl)ben zenesulfonyl fluoride hydrochloride (AEBSF)are 0． 01，0． 1，0． 5，1，2． 5，5，
25，50 and 100 mmol /L，respectively． The concentration of thrombin is 30 U /mL，and the concentration of CAEGGf-
PＲSFＲVVK(biotin)in spotting solution is 0． 5 g /L
图 3 (a)酶溶液和(b)加标血清中荧光法测定的抑制剂 IC50曲线图和对应的扫描图
Fig． 3 IC50 curves and the corresponding images detected by fluorescent assay in (a)pure thrombin and (b)
spiked human serum




果。胰蛋白酶抑制剂和 E-64 对凝血酶没有抑制活性［21，22］。如图 4C 所示，在抑制剂浓度均为
7． 5 $mol /L的条件下，共振光散射法测得 5 种化合物的抑制能力为:阿加曲班 ＞抗凝血酶Ⅲ ＞胰蛋白
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酶抑制剂 ＞ E-64 ＞ AEBSF。其中，3 种凝血酶抑制剂在血浆中的抑制能力与酶溶液和加标血清中测得
的 IC50值大小相符，阿加曲班和抗凝血酶Ⅲ抑制能力明显高于另外 3 种化合物。虽然荧光法测得 5 种
化合物的抑制能力趋势与共振光散射法一致，但其子阵列的荧光信号变化过小(图 4D)，不能满足在血
浆中明确区分各种抑制剂抑制能力的要求。对比共振光散射法的检测结果，说明基于 30 nm 金纳米粒
子的共振光散射检测法，能够有效放大实验现象，提高检测能力，适用于复杂血浆环境中抑制剂的筛选。
图 4 在血浆中检测 5 种化合物的扫描图( (A) ，(B) )和对应的数据分析图( (C) ，(D) ) ，(A)和(C)为共振
光散射法检测结果，(B)和(D)为荧光法检测结果。从 a到 g(或 h到 n)分别为:活化的血浆、胰蛋白酶抑制
剂、N-(反式-环氧丁二酰基)-L-亮氨酸-4-胍基丁基酰胺、4-(2-氨乙基)苯磺酰氟盐酸盐、阿加曲班、抗凝血酶
Ⅲ和未活化的血浆。抑制剂浓度均为7． 5 μmol /L，CAEGGfPＲSFＲVVK(biotin)点样浓度为 0． 5 g /L。
Fig． 4 Images ((A) ，(B) )and the corresponding data analysis ( (C) ，(D) )of detection of 5 compounds in
human plasma． (A) ，(C) :The detection results of ＲLS assay; (B) ，(D) :The detection results of fluorescent
assay． From a to g (or h to n) :activated human plasma，trypsin inhibitor，E-64，AEBSF，argatroban，HAT-Ⅲ and
non-activated human plasma． The concentration of inhibitors is 7． 5 μmol /L， and the concentration of
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物筛选技术打下了基础。
图 5 在血浆中检测抗凝血酶Ⅲ(A，C)和阿加曲班(B，D)的共振光散射扫描图和对应的数据分析图，a 和
h均为活化的血浆，抗凝血酶Ⅲ浓度从 b到 f分别为 1，2，5，10 和 20 倍半抑制浓度，阿加曲班浓度从 i到 m
分别为 1，2，5，10 和 20 倍半抑制浓度，g 和 n 为未活化的血浆。半抑制浓度均采用酶溶液中的测定值。
CAEGGfPＲSFＲVVK(biotin)点样浓度为 0． 5 g /L。
Fig． 5 ＲLS images and the corresponding data analysis for detection of (A，C)HAT-Ⅲ and (B，D)argatroban in
human plasma． a and h are activated human plasma，the concentrations of HAT-Ⅲ from b to f:1，2，5，10 and
20 × IC50，the concentrations of argatroban from i to m:1，2，5，10 and 20 × IC50，g and n are non-activated hu-
man plasma． The IC50 values are found with pure thrombin solution． The concentration of CAEGGfPＲSFＲVVK(bio-
tin)in spotting solution is 0． 5 g /L．
图 6 在血浆中检测抗凝血酶Ⅲ(A，C)和阿加曲班(B，D)的荧光扫描图和对应的数据分析图
Fig． 6 Fluorescence images and the corresponding data analysis for detection of HAT-Ⅲ (A，C)and argatroban
(B，D)in human plasma
实验条件与图 5 相同(The experimental conditions are the same as in Fig． 5)。
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A Peptide Microarray-Based Fluorescent and Ｒesonance
Light Scattering Assay for Screening Thrombin Inhibitor
SU Min1，2，LI Tao* 1，LIU Dian-Jun1，WANG Zhen-Xin* 1
1(State Key Laboratory of Electroanalytical Chemistry，Changchun Institute of Applied Chemistry，
Chinese Academy of Sciences，Changchun 130022，China)
2(University of the Chinese Academy of Sciences，Beijing 100049，China)
Abstract A peptide microarray-based fluorescence and resonance light scattering (ＲLS)two readout assay
was developed for screening thrombin inhibitors in blood samples． In this assay，the biotinylated peptide
microarray was used as the platform． The peptide C-terminal fragments carried biotin sites departed from the
slide when the biotinylated peptides were digested by thrombin hydrolysis reaction． The hydrolysis progress was
labeled by fluorescence and 30 nm peptide-stabilized gold nanoparticles through the biotin-avidin reaction． In
the presence of thrombin inhibitors，the hydrolysis reactions were blocked，and the inhibition capability of
inhibitors could be detected by the fluorescent and ＲLS signal changes． The order of the half maximal
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inhibitory concentration (IC50)of thrombin inhibitors in pure thrombin solution and spiked human serum were
argatroban ＜ human antithrombin-Ⅲ (HAT-Ⅲ)＜ AEBSF． The absolute differences of IC50 between pure
thrombin solution and spiked human serum increased with the decreasing inhibition specificity． The order of
the inhibition activities of five compounds (7． 5 μmol /L)in human plasma were argatroban ＞ HAT-Ⅲ ＞
trypsin inhibitor ＞ E-64 ＞ AEBSF． The reversible or irreversible characters of argatroban and HAT-Ⅲ had
been estimated in human plasma． Compared with the experimental data of fluorescent and ＲLS assay in blood
sample，the ＲLS assay labeled by 30 nm gold nanoparticles are more suitable for the inhibitor detection in
complicated blood sample．
Keywords Peptide microarray;Gold nanoparticle probes;Ｒesonance light scattering;Half maximal
inhibitory concentration;Thrombin inhibitor
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钟鸿英:027 － 67862616，hyzhong@ mail． ccnu． edu． cn
张爱东:027 － 67867635，adzhang@ mail． ccnu． edu． cn
徐 晖:027 － 67867953，huixu@ mail． ccnu． edu． cn
本会欢迎国内外分析仪器公司、厂商到会介绍和展出产品，有关具体事宜请与筹备组联系。
第十二届全国分析化学年会筹备组
2014 年 7 月 18 日
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